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Abstract of FR2707011 

The subject of the invention is an immunological process for the detection and assay of antibodies 
directed against poly(ADP-ribose) polymerase, characterised in that the antigen used is the peptide 
constituting the zinc finger F1 or F2 of the said polymerase or a homologous peptide or one of their 
fragments, which have an essentially identical immunological reactivity. 

This process is applicable to the diagnosis of an autoimmune disease such as disseminated lupus 
erythematosus and Gougerot-Sjogren's Syndrome, as well as to the diagnosis of precancerous or 
cancerous states. 

Another subject of the invention is a kit for the detection of antibodies directed against poly(ADP- 
ribose) polymerase comprising, as antigen, the peptide F1 or F2, a fragment thereof or a homologous 
peptide. 
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(54) Precede Immunologlque de 'detection et de dosage d'antlcorps dirlges 
rase, application au diagnostic, kit pour la mIse en ceuvre. 

@ L'inventlon a pour objet un pnDC^^ immunologique de 
dSfection et de dosage d'anticoms dirlges contra la poly 
(ADP-ribose) polymerase, caracteris^ en ce que i'antig^e 
mis en ceuvre est le peptide constituant ie doigt F1 ou le 
doigt F2 du zinc de ladite polymerase ou un peptide homo- 
logue ou I'un de lours fragments, pr^sentant une reactivity 
immunologique sensiblement identique. 

Ce proc^e est applicable au diagnostic d'une maladie 
autoimmune telle que le lupus drythemateux dissdmine et 
le syndrome de Qougerot-SJdgren, ainsi qu'au diagnostic 
d'etats prdcancereux ou canc^reux. 

^invention a dgalement pour obJet un kit de detection 
d'anticoTDS dirig6s contra la poty(ADP-ribose) polymerase 
oomprenant comma antigene le peptide F1 ou F2, un frag- 
ment de ceux-ci ou un peptide homologue. 



centre la poly(ADP-rlbose) polyme- 
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La pr6sente invention concerne un proc§d6 
d'immunodiagnostio de maladies autoimmunes syst&niques 
et d'6tats canc6reux qui repose sur la recherche dans le 
serum des malades d'anticorps dirig6s centre la poly(ADP- 
5 ribose) polymferase. 

On sait que cette enzyme catalyse I'ADP- 
ribosylation de prot6ines du noyau cellulaire, r6action 
associ6e & un certain nombre de fonctions rfegulatrices 
telles que la reparation de I'ADN, 1' expression des g6nes 

10 et la diff6renciation cellulaire. Sa sequence d'aminoa- 
cides a 6t6 dfecrite dans Biochem. Biophys. Res. Comraun. 
148 617-622(1987); la formation de poly(ADP-ribose) est 
augment6e notamment en cas de dommage dans I'ADN, de choc 
thermique et d ' inflammation et la presence d'anticorps 

15 dirigSs centre le poly(ADP-ribose) dans le s6rum de 
malades atteints de lupus 6ryth6mateux diss&nin6 a 6t6 
d^crlte d%s 1977 puis ulterieurement chez certains 
patients ayant un syndrome de Gougerot-Sjttgren, une 
polyarthrite rhumatoide, une scl^rodermie ou encore chez 

20 d'autres patients souffrant d'une maladie infectieuse 
comme la tuberculose, la 16pre ou bien ^tant infectfes par 
E. Coli ou Klebsiella. 

Plus r6cemment, la prfesence d ' autoantioorps 
dirig^s centre la poly(ADP-ribose) polymerase a &t& 

25 recherchfee dans le s6rum de diverses personnes atteintes 
de maladies autoimmunes mais les r6sultats mentionnfes par 
Yamanaka et cel. dans J. Clin. Invest. 80 900-904 (1987) 
et 83 180-186 (1989) puis par Negri et col. dans Autoim- 
munity 6 203-209 (1990) sent centradictoires, le premier 

30 ne trouvant des anticorps que dans une faible proportion 
de maladies rhumatismales, tandis que le second les 
trouve dans plusieurs types de maladies autoimmiines, mais 
probablement t cause d'un artefact experimental. 
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On a maintenant trouvd qu'il 6tait possible 
de diagnostiquer un lupus 6ryth6mateux diss6inin6 ou un 
syndrome de Gougerot-Sj6gren en recherchant dans le s6rum 
des malades la presence d'anticorps diriges centre une 
5 region partlculi^re de 1' enzyme poly (ADP-ribose) polyme- 
rase. On salt n^anmoins que la concentration s&rique de 
ces anticorps varie avec les phases de ces maladies, et 
d'autres moyens seront n6cessaires dans certains cas pour 
les diagnostiquer; la recherche d'anticorps dirigfes 

10 centre le polymere lui-meme, le poly(ADP-ribose), est 
I'un des moyens d4ja utilise, mais il n'est pas tr&s 
sp6cifique et r§v61e aussi d'autres maladies autoimmunes. 

La prfesente invention conceme un proc6d6 
immunologique de detection et de dosage d'anticorps 

15 diriges centre la poly(ADP-ribose) polymerase dans un 
6chantillon biologique, caract6ris6 en ce que I'antig^ne 
mis en oeuvre est le peptide f ormant les doigts de zinc 
Fl ou F2 de ladite poly(ADP-ribose) polymerase, des 
fragments de ceux-ci ou des peptides homologues. 

20 Les peptides sont repr§sentes S la Fig. 

annexee, Fl etant SEQ ID N' 1 et F2 6tant SEQ ID N' 2, 
et comprennent respectivement les sequences d'amino- 
acides situfees entre les positions 21 h 56 et 125 a 162 
de 1' enzyme. 

25 Par peptides homologues, on entend des 

peptides dans lesquels certains amino-acides ont ete 
remplac6s par des amino-acides equivalents, et qui 
presentent une reactivite immunologique sensiblement 
identique h celle des peptides constituent les doigts Fl 

30 ou F2 ou des fragments de ceux-ci. 

Comme aminoacides equivalents, on peut citer 
lysine et arginine, glycine et alanine, acide aspartique 
et acide glutamique, asparagine et glutamine. 

Ces peptides peuvent etre obtenus par clonage 

35 ou par synthese chimique, par exemple par la methode en 
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phase solide de Merriefield. 

Les autoanticorps dirig6s centre la poly(ADP- 
ribose) polymerase sont generalement presents dans le 
serum des malades atteints de maladies autoimmunes 
5 systemiques telles que le lupus 63ryth6mateux diss6min6 
ou les syndromes de Gougerot-SjOgren primalre ou secon- 
dalre, mais on pense les trouver aussl dans les 6tats 
pr6cancereux et cancereux puisqu'il existe une corrfela- 
tion entre 1' inhibition de 1' enzyme et la transformation 

10 maligne des cellules, comme cela a 6t6 d6crit par 

Boulikas dans Anticancer Research 12 : 885-898 (1992). 

La prfesente invention conceme done aussi les 
precedes d * immunodiagnostic du lupus 6ryth6mateux 
diss&nine, du syndrome de Gougerot-SjOgren ou de certains 

15 6tats pr6canc6reux ou cancSreux qui consistent k effec- 
tuer la recherche d'anticorps dans le s6rum des patients 
S I'aide d'un peptide choisi parmi les doigts Fl ou F2 
de la poly(ADP-ribose) polymerase, leurs fragments et 
leurs homologues S I'aide d*un immuno-essai. 

20 Par immuno-essai ou proc6d§ de detection 

immunologigue, on entend tous les proc6d6s bien connus 
de l*homme du metier, qui consistent a mettre en presence 
un fechantillon du liquide biologique, en gfenferal du 
s6rum, dans lequel on veut rechercher les anticorps avec 

25 une certaine quantity de I'antigene caract6ristique 
choisi, k s6parer I'antigdne n'ayant pas arfeagi et S 
r6v61er le complexe immunologique 6ventuellement form6. 
L'antigdne peut §tre immobilis6 sur une phase solide, 
telle que les cupules d'une microplaque de titration ou 

30 des microbilles de polym^re, par adsorption ou par 
couplage chimique; 1' anticorps fix6 peut alors §tre 
r6v616 par la formation d'un complexe avec un anti- 
anticorps, qui a 6te prealablement marqu6 de fagon 
classique dans ce domaine par une enzyme, dont la 

35 presence sur la phase solide se traduira par la conver- 
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sion de son substrat, lors de son introduction dans le 
milieu, en un produit colors, fluorescent ou luminescent; 
1 ' anti-anticorps peut aiissi §tre radiomarqu6. 

D'autres m6thodes plus ou moins complexes 
sont connues et d6crites notamment dans I'ouvrage 
"Laboratory Technics in Biochemistry and Molecular Biolo- 
gy", vol. 19, edited by R.H. Burden and P.H. van Knippen- 
berg - Elsevier (1988), auquel I'homme du metier pourra 
se r6£6rer. 

La pr6sente invention a 6galement pour objet 
un kit de detection d'anticorps dirig6s centre la 
poly(ADP-ribose) polymerase, caract6ris6 en ce qu'il 
comprend un peptide antigSnique choisi parmi les doigts 
Fl et F2 de ladite polymerase, un peptide homologue ou 
I'un de leurs fragments pr6sentant une r6activit6 
immunologique sensiblement identique, 6ventuellement 
immobilise sur un support solide, et eventuellement un 
anticorps marquS apte a se fixer au complexe anticorps- 
antigSne forme, et des moyens de mise en evidence de la 
fixation dudit anticorps audit complexe. 

Dans ce qui suit, on decrit les resultats de 
1' etude des serxims de 235 sujets connus presentant 
diverses maladies autoimmunes et de 42 volontaires sains, 
par le precede de 1* invention avec une methode immunoen- 
zymatique sur phase solide dite ELISA. 

97 malades avaient un lupus eryth6mateux 
dissemine en phase active ou non (LED), 67 avaient un 
syndrome de Gougerot-SjeSgren primaire (pSS) et 16 un 
syndrome secondaire associe h un lupus (sSS) tandis que 
38 avaient une polyarthrite juvenile (JCA) et 17 une 
connectivite mixte (MCTD). 

On a immobilise dans les puits d'une plaque 
de microtitration le peptide F2 (Fig.) synthetise par la 
methode de Merriefield ou h titre comparatif 1' enzyme 
poly(ADP-ribose) polymerase recombinante humaine decrlte 
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dans Gene 114 279-283 (1992) ainsi que 1' enzyme de veau 
de structure analogue, par adsorption de fagon classique 
a 37' C t partir de leurs solutions dans \m tampon 
carbonate (0,05 M, pH 9,6), a raison de 100 ng/ml pour 
5 les enzymes et 1 pM pour le peptide. 

Du poly(ADP-ribose) de 90 ± 10 unites avec 
une density de ramification de 2 + 0,5 %, pr6par6 comme 
decrit dans Biochem. Cell. Biol. 65 668-673 (1987) a 
aussi ete immobilis6 S partir d'une solution dans un 
10 tampon phosphate salin Tween® de 50 ng/ml, par la m6thode 
' cit6e dans Clin. Exp. Immunol. 86 124-133 (1991). 

Les s6rums testfes ont 6t6 dilu6s au 1/1000 et 
la r6v61ation a 6t6 ef£ectu§e par addition d'anti-igG 
humaine conjugu§ a de la peroxydase de radis noir, en 
15 utilisant comme substrat la t6tram6thylbenzidine en 

presence de H2O2. 

Les serums ont 6t6 d§clar6s positifs lorsque 

la density optique mesuree etait sup6rieure k une valeur 

definie S I'aide de s6rums normaxix, 6tant entendu que la 
20 density optique de moins de 2,5 % de ces sferums normaux 

pouvait ©tre supferieure S cette valeur. 

Les r6sultats obtenus figurent dans le 

tableau ci-dessous. L' enzyme enti^re recombinante ne 

donne pas de reaction decelable dans les conditions 
25 classiques choisies; par centre le poly(ADP-ribose) donne 

des rdsultats intferessants, comme I'avaient soulignd 

d'autres auteurs. 

Le peptide F2 donne un rdsultat inattendu, 

lorsque I'on se rfefere a celui obtenu avec 1' enzyme 
30 entiere, recombinante humaine ou naturelle de veau, 

d'autant plus que tr6s peu de s6ruras ont et6 trouv6s 

positifs avec 1' enzyme et n6gatifs avec le peptide. 



35 
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Sujets positifs 


10 


Maladie 


Nb sujets 


avec 
Poly(M)P-riix>se) 


avec 
Enzyme entiere 


avec 
P^tide F2 




LED 


n=97 


41 


(42.3%) 


5 


(5.2%) 


34 


(35.1%) 




pSS 


n=67 


14 


(20,9%) 


6 


(9,0%) 


28 


(41.8%) 




sSS 


n=16 


7 


(43,8%) 


2 


(12.5%) 


9 


(56.3%) 


15 


JCA 


n=38 


I 


(2,6%) 


1 


(2.6%) 


0 


(0%) 




MCTD 


n=17 


2 


(11,8%) 


1 


(5.9%) 


1 


(5.9%) 




normal 


n=42 


1 


(2.4%) 


0 


(0%) 


1 


(2.4%) 



20 



25 



30 



35 



27C7011 



7 



REVENDICATIONS 

1. Proc6d6 immunologlque de detection et de 
dosage d'anticorps dirig^s centre la poly (ADP-ribose) 

5 polymerase dans un dchantillon biologique, caract6ris6 
en ce que I'antigene mis en oeuvre est le peptide consti- 
tuant le doigt Fl ou le doigt F2 du zinc de ladite 
polymerase ou un peptide homologue ou I'un de leurs 
fragments, pr^sentant une r6activit6 immunologlque 
10 sensiblement identique. 

2. Procfede selon la revendication 1, caracte- 
rise en ce que I'antig&ie est le doigt F2 du zinc de 

ladite polymerase. 

3. Precede selon I'une des revendlcations 1 
15 et 2, caracterise en ce que 1 ' echantillon biologique h 

etudier est mis en contact avec I'antigene immobilise et 
que le complexe immunologlque est reveie avec un anti- 
corps marque par une enzyme. 

4. Precede de diagnostic d'une maladie 
20 autoimmune choisie parmi le lupus erythemateux dissemine 

et le syndrome de Gougerot-Sj5gren, caracteris6 en ce 
qu'on effectue la recherche d'anticorps seriques diriges 
centre la poly( ADP-ribose) polymerase par un precede 
selon I'ljne des revendlcations 13 3. 

25 5. Precede de diagnostic d'un etat precance- 

reux ou cancereux, caracterise en ce qu'on effectue le 
recherche d'anticorps seriques diriges centre la poly- 
( ADP-ribose) polymerase par un precede selon I'une des 
revendlcations 1 §i 3. 

30 6. Kit de detection d'anticorps diriges 

centre la poly (ADP-ribose) polymerase, caracterise en ce 
qu'il comprend un peptide antigenique cheisi parmi les 
doigts Fl et F2 de ladite polymerase ou un peptide 
homologue ou I'un de leurs fragments, presentant une 

35 reactivite immunolegique sensiblement identique, even- 
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tuellement immobilise sur un support solide, et dventuel- 
lement un anticorps marque apte a se fixer au complexe 
anticorps-antigene forme, et des moyens de raise en 
Evidence de la fixation dudit anticorps audit complexe. 



1/1 



SEQ tt) N° : 1 

Cvs Lys Lys Cys Ser Glu Ser Ue Pro Lys Asp Ser Leu Arg Met Ala 
1 5 10 15 

He Met Val Gin Ser Pro Met Phe Asp Gly Lys Val Pro His Trp Tyr 
, 20 25 30 



His Phe Ser Cys 
35 



SEQ ID ^P : 2 

Cys Lys Gly Cys Met Glu Lys De Glu Lys Gly Gin Val Arg Leu Ser 
1 5 10 15 

Lvs Lys Met Val Asp Pro Glu Lys Pro Gin Uu Gly Met He Asp Arg 
20 25 30 

Trp Tyr His Pro Gly Cys 
35 



Fig. Tinique . 
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